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TCGA 肿瘤数据库的生物信息学分析结果同样显示，整合素 β1 的高表达与肝癌的分期
（P=0.019）和预后（P=0.013）相关。通过筛选发现，苯胺嘧啶衍生物 X-9 可以抑制肝癌细
胞中整合素 β1 的 mRNA 和蛋白质的表达（P<0.01）。细胞划痕愈合实验和细胞穿孔结果显
示，苯胺嘧啶衍生物 X-9 能够抑制肝癌细胞的迁移和侵袭（P<0.01）。进一步的研究证实，
在肝癌细胞中外源表达整合素 β1 可以逆转 X-9 对肝癌细胞迁移和侵袭的抑制；而在敲除整
合素 β1 的细胞中，X-9 对细胞的迁移和侵袭的抑制被消除。因此，鉴定出苯胺嘧啶衍生物
X-9 可以通过下调整合素 β1 表达，进而抑制肝癌细胞的迁移和侵袭。 




收稿日期：2019-10-07；修回日期：2019-11-05 ; 接受日期：2019-11-27 
福建省自然科学基金（No. 2016J05087，No. 2017J01201）；福建省卫计委医疗创新项目（No. 2015-CXB-15） 
通讯作者 Tel: 0592-2187221；E-mail：liujie@xmu.edu.cn 
Received：October 7, 2019；Revised: November 5, 2019 ; Accepted：November 27, 2019 
Supported by Natural Science Foundation of Fujian Province (No. 2016J05087，No. 2017J01201); Medical 
Innovation Project of Fujian Provincial Health Commission (No. 2015-CXB-15) 





Aniline Pyrimidine Derivative X-9 Inhibits the Migration and 
Invasion of Hepatocellular Carcinoma by Down-regulating  
the Expression of Integrin β1   
ZHOU Tong-Tong 1
）















(1)Key Laboratory of Innovative Drug Target Research of Fujian Province, School of Pharmaceutical Sciences, 
Xiamen University, Xiamen 361102, Fujian,China; 2)Department of Hepatobiliary Disease, Fuzhou General 
Hospital, Fuzhou 350025 , China; 3) Department of Medical Oncology, Fujian Medical University Union Hospital, 
Fuzhou 350000 , China; 4) Fujian Medical University Stem Cell Research Institute, Fuzhou 350000, China; 
 5) Key Laboratory of Translational Cancer Medicine of Fujian Province, Fuzhou 350000, China) 
Abstract Integrins are highly expressed in many tumors and involved in tumor invasion and 
metastasis. In hepatocellular carcinoma (HCC), overexpression of integrin β1 is reported to 
promote tumor cell invasion. To date, studies on the mechanism of regulation and interference of 
integrin expression to inhibit cancer metastasis is still scanty. This study investigates the 
possibility of inhibiting tumor cell migration and invasion by inhibiting integrin expression with 
small molecule compounds. Firstly, we examined the expression of integrin β1 in tumor and 
para-tumor tissues from clinical HCC patients and found that expression of integrin β1 in tumor 
tissues is significantly higher than that in para-tumor tissues. The analysis results of correlation 
between integrin β1 and tumor stage and over survival rate of LIHC data set from TCGA database 
also showed that high expression of integrin β1 was positive correlated with tumor stage (P=0.019) 
and over survival rate (P=0.013). Then we identified aniline pyrimidine derivative X-9 
down-regulated integrin β1 at both mRNA and protein levels. The wound healing and transwell 
invasion assay showed that aniline pyrimidine derivative X-9 inhibited hepatocellular carcinoma 
migration and invasion (P<0.01). Further studies indicated that expression of exogenous integrin 
β1 could reverse the inhibition of hepatocellular carcinoma migration and invasion induced by 
aniline pyrimidine derivative X-9; and the inhibition of cell migration and invasion induced by 
aniline pyrimidine derivative X-9 was eliminated in cells with integrin β1 knock-down. Thus, we 
identified that aniline pyrimidine derivative X-9 inhibited hepatocellular carcinoma migration and 
invasion via down-regulating integrin β1expression.  
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   肿瘤细胞的迁移与侵袭能力的增强是肿瘤细胞发生转移的一个重要特征 [3]。 整合素
(integrin)是介导细胞迁移和侵袭的一类重要的黏附分子。在肿瘤细胞中，整合素通常高表达，
介导肿瘤细胞的迁移和侵袭，进而促进肿瘤细胞的转移[4, 5]。整合素 β1 被报导在肝细胞癌中













使用 GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/)[11]对 TCGA 数据库中肝细胞癌（LIHC）数据进
行分析，分别分析了整合素 β1 基因（integrin subunit beta 1, ITGB1）与肝细胞癌的分期的关
系，以及整合素 β1 基因表达和肝细胞癌预后的关系。 
1.3 细胞和试剂 
肝癌细胞系 HepG2 和 SMMC7721 由本实验室保存，并通过细胞鉴定。DMEM 培养基，
胰酶，血清购于美国 GIBCO 公司；基质胶(BD Bioscience, CA)；整合素 β1 的抗体(EPR1040Y, 
Abcam)；β-肌动蛋白的抗体(A5441, Santa Cruz)；HRP 偶联的二抗（Pierce）。 
1.4 MTT 检测 
细胞按等量密度 5 000 个细胞每孔接种在 96 孔板，苯胺嘧啶衍生物处理和 DMSO 对照
处理的细胞相应时间后，细胞用 MTT 染色，随后在 570nm 处测量吸光值。 
1.5 RT-PCR 分析 
用 Trizol LS (Invitrogen)提取肝细胞癌患者的癌组织及癌旁组织或细胞的总 RNA，用全
式金的 RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kits 进行第 1 条 cDNA 链的反转录。RT-PCR
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采用条件为 95 ℃ 5 s、62 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s 进行 25 个循环。qPCR 采用全式金公司的
SYBR premix EX Taq的试剂盒进行实时定量 PCR。PCR 条件为 95 ℃ 5 s、65 ℃ 30 s、72 ℃ 
30 s 进行 40 个循环。其中，β-肌动蛋白作为内参对照。通过 2-
ΔΔCT法计算相关基因 mRNA 
水平的相对表达量，分析各基因 mRNA 表达情况，结果用差异倍数平均值及标准误表示。
PCR 所用引物见 Table 1。 
 
Table 1 Sequence of the primers 
Gene  Primer sequence 
ITGB1 Forward  5-GAAGGGTTGCCCTCCAGA-3 
Reverse 5-GCTTGAGCTTCTCTGCTGTT-3 
MMP2 Forward 5-CAGGCTCTTCTCCTTTCACAAC-3 
Reverse  5-AAGCCACGGCTTGGTTTTCCTC-3 
MMP9 Forward 5-CCTGGAGACCTGAGAACCAATC-3 
 Reverse 5-CCACCCGAGTGTAACCATAGC-3 
ACTB Forward 5-CTGGAGAAGAGCTACGAG-3 
Reverse 5-TGATGGAGTTGAAGGTAG-3 
 
1.6 shRNA 蛋白质敲低 
整合素 β1 的 shRNA：将相互序列为 GCCTTGCATTACTGCTGATAT 和 scramble 对照克
隆到 PLKO.1 载体，然后转染 HEK293T 细胞产生慢病毒。经收集含有慢病毒的培养基，转
染 HepG2 细胞。用 Western 印迹检测敲除效率。 
 
1.7 Western 印迹检测 
将各个组织或各组细胞抽提总蛋白质, 各组蛋白质样品经定量后，取等量蛋白质样品经
电泳、转膜、封闭 1 h 后，敷一抗 4 ℃过夜,再经洗膜 3 次,常温敷二抗 1 h 后洗膜 3 次，
ECL 试剂显色并曝光。所用抗体浓度如下：β-肌动蛋白(1∶2 000)、整合素 β1 (1∶2 000)。 
1.8 细胞迁移实验 
取对数生长期 HepG2 细胞, 以 4.0×105 细胞/孔量接种于 6 孔培养板, 待细胞长到
80%~90%后, 用 10 μL 的无菌枪头在每个孔的中央划一条直线, 每孔加入 2 mL 由无血清的




相对迁移率（%）= （0 h 的划痕宽度−- 48 h 的划痕宽度）/0 h 的划痕宽度100。 
1.9 Transwell 细胞侵袭实验 
Transwell 小室(聚碳酸酯膜, 膜孔径 8 μm)预先用无血清 DMEM 稀释的基质胶（1:4）处
理，取对数生长期 HepG2 细胞, 用无血清培养基（加入不同浓度的苯胺嘧啶衍生物 X-9 以
及 DMSO 对照）调整细胞浓度为 1.0×105/mL,按 100 μL/孔细胞量接种于 Transwell 小室的上
室, 下室加入 700 μL 的正常培养液, 37 ºC 继续培养 24 h。用棉签擦去滤膜上层的细胞, PBS
洗 2 遍, 将上室置于 4%多聚甲醛中固定 15 min, PBS 清洗 3 次，结晶紫染色 30 min, PBS 清
洗 3 次，倒置荧光显微镜(ZEISS,德国)下，对 5 个不同视野的穿过膜细胞计数, 求平均值。 
1.10 统计学分析方法 
每个实验至少重复 3 次, 应用 PRISM (version 6, GraphPad Software)软件进行统计学分
析。结果采用平均值加减标准误表示, 多组之间的统计分析采用 one-way anova。* P<0.05； 
**P<0.01；*** P<0.001。 
2 结果 
2.1 整合素 β1 在肝癌中高表达 
整合素 β1 已经被报导与肝细胞癌的进展有关。为进一步确定整合素 β1 与肝细胞癌的关
系，收集了临床上的肝细胞癌患者的癌组织和癌旁组织 17 例，对其中 6 例样本的组织进行
裂解，提取蛋白质，Western 印迹检测蛋白质整合素 β1 的表达。结果显示，6 例样本中，癌
组织中的表达显著高于癌旁组织（Fig. 1A）。为了解整合素 β1 转录水平的表达，对 11 例样
本组织进行 RNA 提取，qRT-PCR 检测整合素 β1 的 mRNA 的表达。结果表明，整合素 β1
的 mRNA 的表达，在肝癌组织中显著高于癌旁组织（P<0.05）（Fig. 1B）。以上结果表明，
整合素 β1 在肝癌组织中高表达，预示其可能参与肝细胞癌的发生。 
 
Fig. 1 Expression of integrin β1 in HCC tissues (A) Western blot was used to examine integrin 
β1 in 6 cases of clinical tumor (T) and adjacent normal tissues (N). GAPDH was used as an 
internal control. (B) Real-time PCR was performed to test integrin β1 mRNA in 11 cases of 
clinical HCC tumor and adjacent normal tissues. GAPDH was used as an internal control. The 
data were presented as median ± range, *P<0.05 
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2.2 整合素 β1 与肝癌的分期和预后相关 
用GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/)在线数据库对TCGA数据库里的肝癌样本（LIHC）
中整合素 β1（ITGB1）的 mRNA 的表达与肝癌分期的关系进行分析。结果显示，III 期和 IV
肿瘤中整合素 β1 的表达高于 I 期和 II 期，并且整合素 β1 的表达与肿瘤的分期有显著的相关
性（P=0.019）（Fig. 2A）。同时还将整合素 β1 的表达分为高低两组，分析其表达高低与病人
的总体生存率的关系。结果显示，高表达整合素 β1 组的生存率显著低于低表达整合素 β1
组，表明高表达 β1 的肝癌病人预后较差（Fig. 2B）。从数据库中 364 例肝癌病例的分析可以
表明，整合素 β1 的表达与肝癌的进展和预后相关。 
 
Fig. 2 Integrin β1 correlates with hepatocellular carcinoma stage and over survival rate  (A) 
Violin plots based on pathological stages from GEPIA outputs. (B) The overall survival of ITGB1 
gene from GEPIA outputs 
 
2.3 苯胺嘧啶衍生物 X-9 抑制整合素 β1 的表达 
苯胺嘧啶被用于多种抗癌药物的骨架。根据其活性基团设计了一系列的苯胺嘧啶衍生物，
并对其抗肿瘤活性进行筛选，最后获得苯胺嘧啶衍生物。苯胺嘧啶衍生物 X-9 具有良好的
抑制细胞增殖的作用(见 Table 2)。 
 
Table 2 Inhibition of HepG2 cell viability by aniline pyrimidine derivatives 












HepG2 cells were treated with 10 μmol/L aniline pyrimidine derivatives for 24 hours. The cell 
viability were tested by MTT assay. The inhibition of cell viability by each aniline pyrimidine 
derivative were calculated, and presented as mean±SEM, n=6 
 
用不同浓度苯胺嘧啶衍生物 X-9（见 Fig.3A）处理 HepG2 细胞 24 h 。结果显示，随着
X-9 浓度梯度增加，对细胞活力的抑制也梯度增加。在 1 μmol/L 和 2 μmol/L 时，苯胺嘧啶
衍生物 X-9 对细胞增殖无显著抑制，当浓度高于 4 μmol/L 时，可显著抑制细胞增殖（Fig. 3B）。
为了避免高浓度 X-9 诱导的细胞增殖抑制，用 1 μmol/L 和 2 μmol/L 苯胺嘧啶衍生物 X-9 处
理细胞，检测其对整合素 β1 以及细胞迁移和侵袭的影响。结果发现，苯胺嘧啶衍生物 X-9
可显著抑制整合素 β1 表达。通过 Western 印迹检测整合素 β1 的蛋白表达。结果显示，X-9
可以浓度梯度依赖的方式降低整合素 β1 的表达（Fig. 3C）。为了更进一步了解 X-9 对整合
素 β1 蛋白的调控是转录调控还是转录后调控，通过 RT-PCR 对 X-9 处理和未处理的 HepG2
细胞中整合素 β1 的 mRNA 进行检测。结果显示，X-9 显著抑制整合素 β1 的 mRNA 表达，
而对另外 2 个参与肿瘤细胞侵袭的基因 MMP2 和 MMP9 未见显著影响（P>0.05）（Fig. 3D）
[12, 13]。由此表明，苯胺嘧啶衍生物 X-9 在转录水平抑制整合素 β1 的表达。 
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Fig. 3 Aniline pyrimidine derivative X-9 inhibits integrin β1 expression (A) The structure of 
aniline pyrimidine derivative X-9. (B) Cell viability of HepG2 cell treated with different 
concentration of X-9 or DMSO control for 24 hours. n=5, *** P<0.001, vs 0 μmol/L X-9. (C) 
Western blotting for integrin β1 protein expression. HepG2 and SMMC7721 cells were treated 
with different doses of X-9 and DMSO control for 12 hours, then Western blot was performed to 
test integrin β1 expression. GAPDH was used as an internal control. The histogram in the low 
panel showed the relative integrin β1 protein levels. Data represent mean ± SEM (n=3). *** 
P<0.001, vs 0 μmol/L X-9. (D) Agarose gel electrophoresis for identifying the PCR products of 
different genes. HepG2 cells were treated with 2 μmol/L X-9 or DMSO control for 12 hours, 
RT-PCR to test mRNA expression of integrin β1 (ITGB1), MMP2 and MMP9. β-actin (ACTB) 
was used as internal control. Relative gene mRNA expression was quantitated by ImageJ in lower 
panel. n=3, *** P<0.001, vs 0 μmol/L X-9 
 
2.4 苯胺嘧啶衍生物 X-9抑制肝细胞癌的迁移和侵袭 
整合素 β1 被报导参与肝细胞癌的迁移和侵袭，于是进一步探讨了苯胺嘧啶衍生物 X-9
是否能抑制肝细胞癌的迁移侵袭。首先用划痕愈合实验检测不同浓度的 X-9 处理后，细胞






目（P<0.01）。结果表明，苯胺嘧啶衍生物 X-9 能够显著抑制肝癌细胞的侵袭能力（Fig. 4C,D）。 
 
Fig. 4 Aniline pyrimidine derivative X-9 inhibits hepatocellular carcinoma migration and 
invasion (A) Photograph of cell wound healing in cells treated with or without X-9. HepG2 cells 
treated with or without X-9 were subjected to wound-healing assay. The wound space was 
photographed at 0 hour and 48 hours. Scale bar, 100 μm. (B) The migration rate of cells in panel 
(A). Data represent mean ± SEM (n=3). ***P<0.001, vs 0 μmol/L X-9. (C) Photograph of 
penetrated cells treated with or without X-9 in trans-well assay. Scale bar, 50 μm. (D) Quantitative 
analysis of cell invasion in panel (C). Average penetrated cell number of three views was counted 
and three independent repeats were quantitated. Data represent mean ± SEM (n=3). **P<0.01, vs 0 
μmol/L X-9 
2.5 整合素 β1 介导 X-9 对肝细胞癌的迁移和侵袭的抑制 
为了证明苯胺嘧啶衍生物 X-9 对肝细胞癌迁移和侵袭的抑制是由整合素 β1 的表达降低
所致，在 HepG2 细胞中转染整合素 β1，以增加整合素 β1 的表达。然后，再用 X-9 处理细
胞。结果如 Fig. 5A 显示，与对照组相比，X-9 显著抑制了整合素 β1 的表达；而转染整合素
β1 的细胞中，X-9 处理后，整合素 β1 的表达与 X-9 处理的未转染的细胞相比，显著增加
（P<0.001）。然后，分别用细胞划痕实验和 Transwell 穿孔实验对这 3 组细胞的迁移和侵袭
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能力进行检测。结果表明，在同样的 X-9 处理情况下，转染了整合素 β1 的细胞的迁移和侵
袭能力与未转染组的细胞相比，显著升高（P<0.01）（Fig. 5B,C, D, E）。 
 
Fig.5 Integrin β1 mediates aniline pyrimidine derivative X-9 induced inhibition of 
hepatocellular carcinoma migration and invasion (A) Integrin β1 protein expression in HepG2 
cells were transfected with integrin β1 or empty vector control, then treated with 1 μmol/L X-9 or 
DMSO for 12 hours. β-actin was used as an internal control. The histogram in the right panel 
showing the relative integrin β1 protein levels. Data represent mean ± SEM (n=3). *** P<0.001, vs 
0 μmol/L X-9. (B) Photograph of cell wound healing. Wounding healing assay carried out using 
HepG2 cells which were treated as same as described in (A). Scale bar, 100 μm. (C) The relative 
migration rate of cells in panel (B). Data represent mean ± SEM (n=3). **P<0.01, vs 0 μmol/L X-9.  
(D) Photograph of penetrated cells treated with or without X-9 in trans-well assay. Scale bar, 50 
μm. (E) Quantitative analysis of cell invasion in panel (D). Average penetrated cell number of 
three views was counted and three independent repeats were quantitated. Data represent mean ± 
SEM (n=3). **P<0.01, vs 0 μmol/L X-9 
    为了更进一步的说明苯胺嘧啶衍生物 X-9 对细胞迁移和侵袭的抑制依赖于整合素 β1，
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本文利用 shRNA 敲低了整合素 β1 的表达，随后用 X-9 处理细胞。Fig.6A 的结果显示，shRNA
能够有效敲低整合素 β1 的表达（P<0.001）。随后，用细胞划痕愈合实验以及穿孔实验检测
敲低整合素 β1，以及在敲低整合素 β1 的情况下，苯胺嘧啶衍生物 X-9 对细胞迁移和侵袭的
影响。结果和分析显示，敲低整合素 β1 的细胞迁移和侵袭能力与对照组相比显著降低
（P<0.001），并且在敲低整合素 β1 的细胞中，苯胺嘧啶衍生物 X-9 处理和对照处理组比较，
细胞的迁移和侵袭能力未见显著降低（P>0.05）（Fig. 6B, 6C, 6D, 6E）。这进一步证明，整合
素 β1 是细胞迁移和侵袭所必须的，并且介导苯胺嘧啶衍生物 X-9 诱导的细胞迁移和侵袭抑
制。 
 
Fig. 6 Integrin β1 is required for aniline pyrimidine derivative X-9 induced inhibition of 
hepatocellular carcinoma migration and invasion (A) Integrin β1 protein expression in HepG2 
cells were transfected with integrin β1 shRNA or scramble control, then treated with 1 μmol/L X-9 
or DMSO for 12 hours, β-actin was used as internal control. The histogram in the right panel 
showing the relative integrin β1 protein levels. Data represent mean ± SEM (n=3). *** P<0.001, vs 
0 μmol/L X-9.  (B) Photograph of cell wound healing. HepG2 cells were treated as same as 
described in (A). Scale bar, 100 μm. (C) The relative migration rate of cells in panel (B). Data 
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represent mean ± SEM (n=3). **P<0.01, vs 0 μmol/L X-9.  (D) Photograph of penetrated cells 
treated with or without X-9 in trans-well assay. Scale bar, 50 μm. (E) Quantitative analysis of cell 
invasion in panel (D). Average penetrated cell number of three views was counted and three 








一个新思路。本文通过筛选发现了苯胺嘧啶衍生物 X-9 可以通过调控整合素 β1 的表达，进
而抑制肝细胞癌的迁移和侵袭，为肝细胞癌的药物开发提供了思路。 
肝细胞癌因其复发率高，预后差的特征，在我国是死亡率第 3 位的恶性肿瘤。整合素 β1
被报导在肝细胞癌中高表达，并参与肝细胞癌的增殖、迁移和耐药等多个过程[18-20]。本研究
首先通过临床肝细胞癌患者的肿瘤和正常组织，对整合素 β1 的 mRNA 和蛋白质进行表达分
析。结果进一步证实了和配对的癌旁组织相比，整合素 β1 在癌组织中高表达。通过 GEPIA
数据库对 TCGA 数据库中的 364 例肝细胞癌样本的数据进行分析。结果显示，整合素 β1 的
表达与肝细胞癌的分期和预后显著相关。这些分析与先前报导的结果一致。进一步提示，整




制整合素 β1 的表达来实现的。苯胺嘧啶衍生物 X-9 会在转录水平抑制整合素 β1 的表达。
当增加整合素 β1 的表达时，X-9 抑制的细胞迁移和侵袭也被逆转。整合素 β1 在转录水平的
表达受多种因素的调控。先前已经有报导，转绿因子 SP1，核受体 NR4A1 以及小 RNA 等
都直接参与整合素 β1 的转录表达[21-23]。苯胺嘧啶衍生物 X-9 通过作用于哪些靶分子，参与
整合素 β1 的转录表达的分子机制尚有待进一步的深入研究。 
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